Progresses in the structure and biological function of Raf kinase inhibitory protein by 吴智华 & 郭晨云
第25卷 第7期
2013年7月
Vol. 25, No. 7
Jul., 2013
生命科学





摘　要：Raf 激酶抑制蛋白 (Raf kinase inhibitory protein, RKIP) 属于磷脂酰乙醇胺结合蛋白 (phosphatidy-
lethanolamine binding protein, PEBP) 家族，参与多种生理过程，可以交叉调控 MAPK (mitogen-activated 
protein kinase) 通路、GPCR (G-protein-coupled receptor) 通路和 NF-κB (nuclear factor-κB) 信号通路。细胞信
号转导通路的异常会促进肿瘤的发生与发展。RKIP 在肿瘤发生、发展中发挥着重要作用，影响肿瘤细胞的
转移和治疗，是一种新的肿瘤诊断标志物。开展 RKIP 的结构生物学研究有助于理解 RKIP 发挥生理功能的
结构基础，对揭示人类重大疾病 ( 肿瘤 ) 的分子机制以及研发用于细胞信号转导异常相关疾病的药物，都
有着极其重要的科学意义。主要阐述了 RKIP 的结构特点、生物学功能及其与肿瘤疾病的关系。
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Abstract: Raf kinase inhibitory protein (RKIP) is a member of the phosphatidylethanolamine-binding protein 
(PEBP) superfamily, which plays vital roles in many physiological processes and regulates MAPK, GPCR and NF-
κB signaling pathways. Abnormal signaling pathways will promote tumorigenesis and development. It has been 
reported that RKIP modulates tumors at several stages including tumorigenesis, development, metastasis and 
therapeutic response. By now RKIP has been considered as a new biomarker for cancer diagnosis. Therefore, it is 
highly significant to study the structure and function of RKIP, which helps us understand the structural basis and the 
molecular mechanism of RKIP-modulated signal pathways, and facilitate the drug development against diseases 
caused by abnormal signal transduction. This article reviewed the structural characteristics, biological functions of 
RKIP and its relationship with tumor.





1986 年，Bernier 等 [1] 首次从牛脑中纯化出一
种可以与磷脂酰乙醇胺结合的蛋白，命名为 PEBP，




物学功能。1999 年，Yeung 等 [6] 发现人 PEBP 能与
Raf-1 结合，从而抑制 Raf-1/MEK/ERK 信号通路，
因此，又命名为 RKIP。在 MAPK 信号通路中，
RKIP 可以直接与 Raf-1、MEK 和 ERK 蛋白激酶相



















RKIP 蛋白属于 PEBP 家族，该家族成员从细
菌到人超过 400 多个 [10-11]。根据其序列特征，该家
族蛋白又可以分为 4 个亚家族：PEBP-1、PEBP-2、







[12-13] ( 图 1A)，主要由中央一
组大的 β 折叠片以及连接在其一侧的较小的一组 β
折叠片和位于其另一侧的两个 α 螺旋组成，在其 N





高度保守的两段氨基酸序列 CR1 (64~91 a.a.) 和
CR2 (111~123 a.a.) 组成，该口袋很可能是 PEBP 结
合配体或蛋白质的一个重要的活性部位
[14] ( 图 1B, 
A：PEBP的拓扑结构图 [12]。箭头：β折叠股；矩形：α螺旋；柱状条：310螺旋。β1折叠片由4条反平行的肽链形成：
S1 (Q22-T28)、S2 (G31-A33)、S3 (G38-K39)和S4 (T51-I53)。β2折叠片也是由4条反平行的肽链形成：S5 (K62-T69)、S6 
(E83-M92)、S7 (G100-L103)和S8 (L117-Y125)。β2折叠片终止于由螺旋H1 (K150~K156)、折叠股S9 (V164-Q170)和螺旋H2 
(Y176-Q183)组成的αβα区。B：PEBP的立体飘带状示意图。球状：PEBP家族蛋白的保守氨基酸；棒状：S153残基的侧链。








其氨基酸序列中存在一个蛋白激酶 C (protein kinase 
C, PKC) 的磷酸化位点——Ser153。磷酸化前的
RKIP 可以结合 Raf-1 激酶，抑制 MAPK 信号转导
通路。当 Ser153 被 PKC 磷酸化后，RKIP 从 Raf-1
蛋白上脱离下来，转而与 Grk2 (G-protein coupled 







已报道的晶体结构 (PDB IDs ：1BD9、1BEH、2QYQ)
显示 RKIP 有一个保守的配体结合口袋，该口袋除
了结合它的内源底物磷脂酰乙醇胺外，还可以结合




结构 (PDB IDs ：1BEH、2IQX 等 )[12,16]。
目前有多种方法用于研究 RKIP 与配体的相互
作用。使用亲和色谱法获知，在 pH 7.5 条件下核苷
酸与牛 RKIP 存在相互作用，其亲和力强弱顺序为：
FMN>GTP>FMN>GTP>GDP>GMP>FAD>ATP>NA
DP>CTP>UTP>ADP [17]， 而 AMP、AMPc、GMPc
和 NAD 则不产生相互作用，说明核苷三磷酸的亲
和力强于核苷二磷酸和单核苷酸。目前已使用核磁
共振 (NMR) 手段测定 RKIP 与配体 GTP、FMN 的





据显示，rRKIP 在 pH 6.8 时和吗啡衍生物发生相互
作用
 [19] ( 表 1)。同时，在接近生理条件下 (pH、盐
浓度、温度 )，RKIP 的保守结合口袋能够结合各种
配体，如脂质 DHPE、DHPS、 DHPG、DHPA 等 [15]。
然而，有 NMR 实验数据表明，PE、 GDP、 GTP 在
pH 7.4[20] 条件下不和 RKIP 产生相互作用，但是有
文献报道在 pH 4.6 条件下可以得到 RKIP 与 PE 的
复合物晶体结构
[15]
，RKIP 与其他配体在低 pH 值
(pH≤5.5) 下也可以形成复合物晶体，这说明配体结
合口袋的三维构象和动力学对 pH 变化较敏感。
Beshir 等 [21] 用 western-blot 方法验证了 locostatin 可
以共价结合RKIP，干扰RKIP与两个激酶蛋白 (Raf-1
激酶和 Grk-2 激酶 ) 的相互作用。值得一提的是，
locostatin 的结合并不影响 RKIP 与另外两个激酶蛋








 dihexanoylphosphatidic acid DHPA
核苷酸 guanosine triphosphate GTP
 guanosine diphosphate GDP
 cyclic adenosine monophosphate cAMP






有机小分子 N-(2,4-dinitrophenyl)-2,3,4,5,6-pentafluorobenzohydrazide  Cpd26     
 N-{[(2-bromo-4-nitrophenyl)amino]carbonothioyl}-3-(2-thienyl)-acrylamide  Cpd48   





点不同。质谱 (MS) 研究结果表明，locostatin 结合






Shemon 等 [22] 使用高分辨率的异核 NMR 技术
筛选 RKIP 的潜在配体，发现很多化合物在接近生
理条件下不结合 RKIP，只有 3 个有机小分子配体
(Cpd 26、48、96，见表 1) 特异性地结合在 RKIP
的口袋内；但这些配体不像磷脂和 DHPE，并不干







够结合蛋白质，如 Raf-1、MEK 和 ERK 激酶 [6,23]。
Yeung 等 [24] 发现，Raf-1 激酶主要通过其结构域 I
和 II 结合 RKIP ( 图 2A)，而 RKIP 的多个蛋白区域
参与结合 Raf-1，主要位于 RKIP 的 BspEI-PpuMI
片段 (K77-G108) 上 ( 图 2B)。RKIP 与 Raf-1 结合后，
可以阻止 Raf-1 的 N 区 (331~349 a.a.) 被 Ras 激酶
磷酸化，导致 MEK 与 Raf-1 分离，从而阻止 MEK
的磷酸化和激活。当受到生长因子的刺激时，Raf-1
从 RKIP 上释放，从而激活了 MEK-ERK 通路。 
Raf-1 N 区 (331~349 a.a.) 的 S338YY341 部位的磷酸化
后会增强其与 RKIP 的结合，抑制 MEK 的活化 [17,25]。
但是，rRKIP 结合 DHPE 配体后，就不再与 Raf-1
发生相互作用，表明 RKIP 需要一个完全处于自由
状态的口袋结合 Raf-1[10,26]。此外，文献报道 rRKIP
的突变体 P74L 也会影响 rRKIP 与 Raf-1 的结合，
但不影响 rRKIP 结合 DHPE[15]。这些研究结果表明，
rRKIP 结合磷脂的位点不同于激酶结合位点，或者
至少部分口袋残基会间接或者直接影响到 rRKIP 与
Raf-1 的结合 [20]。因此，Raf-1 结合 RKIP 是复杂的，
结合位点也需要进一步的确定。要理解 RKIP 与
Raf1 蛋白的相互作用机理，确定 RKIP 与 Raf1 的
相互作用位点和关键氨基酸，以及结合强度和空间
结构等相互作用信息还需要开展深入的研究。
RKIP 蛋白的 Ser153 被 PKC 磷酸化后，可以
改变 RKIP 作用的底物蛋白，使得 RKIP 脱离 Raf1，
转而与 Grk2 结合，这对于 RKIP 交叉调控 MAPK
信号通路和 GPCR 信号通路至关重要。Lorenz 等 [7]
通过免疫共沉淀方法证明磷酸化后的 RKIP 能与
Grk2 的氨基末端 (1~190 a.a.) 结合。但是，磷酸化




此外，RKIP 通过抑制上游激酶 TAK-1 (transfor-
ming growth factor B-activated kinase-1)、NIK (NF-
κB-inducing kinase)、IKK (IκB phosphorylation by 
A: Raf-1激酶结合RKIP的结构区域；B: RKIP 结合Raf-1的结构区域
图2  Raf-1与RKIP结合域分析图[24]
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白复合物。随后的研究也证明，RKIP 和 IKK 复合
物的上游激活物 TRAF6 相互作用，从而促进癌细
胞中TAK1蛋白的泛素化 [28]。 Beshir等 [29]研究表明，














































调控 MAPK 信号通路和 GPCR 信号通路的分子机
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